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“O papel dos infinitamente 
pequenos na natureza é 
infinitamente grande” 




A videira é uma das frutíferas mais produzidas no mundo. Seu cultivo 
está presente na cultura de praticamente todos os povos e difundida por 
várias partes do mundo. Contudo, devido à forma de propagação, 
predominantemente vegetativa, presença constante de fitófagos e 
utilização de enxertia, é recorrente a presença de vírus fitopatogênicos 
em plantas de videira. Por este motivo, ao longo dos anos, muitos 
estudos foram realizados com o objetivo de desenvolver e aperfeiçoar 
os métodos de indexagem. Os primeiros métodos adotados para 
indexagem em videiras, foi a observação de sintomas nas plantas ou em 
plantas indicadoras, através da enxertia, esta pratica é conhecida como 
indexagem biológica. Com a necessidade de maior agilidade e 
precocidade para identificação de plantas com vírus, passou-se a ser 
utilizados métodos de indexagem sorológica, através dos testes do tipo 
ELISA. ‘ Neste cenário, o objetivo com este trabalho foi testar e 
desenvolver métodos confiáveis para a indexagem molecular de 
videiras, assim como conhecer a presença e distribuição dos principais 
vírus em viveiros nacionais. Um estudo preliminar foi implantado 
visando estabelecer um protocolo de extração de RNA adequado para 
obtenção de material genético com qualidade e pureza. Foram coletadas 
amostras de 109 plantas matrizes em cinco viveiros nacionais e de um 
Programa do Banco Genético de Melhoramento da Videira, as amostras 
foram utilizadas para a realização dos testes sorológico (ELISA) e 
molecular (RT-qPCR), para os vírus GVA, GVB, GFkV, GFlV, 
GLRaV-1 e GLRaV-3, o teste ELISA foi realizado utilizando o anti-
soro comercial AGRITEST (Valenzano, Itália) e o RT-qPCR através de 
sonda marcada com química Zen
TM
 (IDT, Coralville, Estados Unidos 
das Américas). Para o desenvolvimento dos marcadores moleculares, 
sequências de ORF’s (Open Read Frame) de cada vírus, bem como a 
sequência do gene 18S rRNA para controle interno, foram obtidas a 
partir do NCBI e posteriormente análisadas com a ferramenta on line 
BLAST, para seleção de regiões adequadas para a construção de 
marcadores moleculares, dentre as sequências obtidas, foi selecionada 
as regiões com ausência de pontos de mutação após o alinhamento das 
fitas, para isto, foi utilizado o software BioEdit. Foram construídos 
marcadores moleculares (forward | probe | reverse) com o quencher 
interno Zen
TM
 e fluorescência do reporter FAM em três fragmentos 
genômicos para cada vírus, utilizando o algoritmo da ferramenta on line 
PrimerQuest. Para os testes de amplificação, via T-qPCR, foi utilizado 
  IX 
amostras de três isolados virais distintos e a reação foi realizada com o 
mastermix QuantiTec Probe (Qiagen, Hilden, Alemanha) em 45 ciclos 
de amplificação. Nos testes preliminares, foi observado maior qualidade 
e concentração do RNA obtido extraído a partir de tecidos tenros, como 
o mesocarpo de frutos e a folha da videira, contudo, devido a estes 
tecidos possuírem comummente reduzida carga viral, não são utilizados 
para indexagem, que é tradicionalmente realizada através de segmentos 
de sarmentos em dormência. Para este tecido, foi observado melhores 
resultados utilizando o kit de extração RNeasyPlant Mini Kit (Qiagen, 
Hilden, Alemanha). Devido a isto, este kit foi empregado durante o 
desenvolvimento deste estudo. Os marcadores sintetizados para os vírus 
GVA, GVB e GFlV não amplificaram na reação de RT-qPCR, 
provavelmente devido a dificuldade no anelamento das sequências 
utilizadas, desta forma, para estes vírus será necessário novos estudos 
para síntese de sequências a serem empregadas na indexagem. Para o 
GFkV, GLRaV-1 e GLRaV-3 foi possível utilizar os marcadores 
desenvolvidos neste estudo. Em todos os viveiros coletados foi 
identificado a presença de ao menos uma planta contaminada por vírus, 
somente estando livre de contaminação as mudas da coleção do 
Programa de Melhoramento Genético. O GVB, seguido pelo GFkV 
foram os vírus encontrados com maior frequência neste estudo, 
enquanto o GVA foi o único vírus ausente em todas as amostras 
indexadas. Não foi observado a presença de GLRaV-1 pelo teste 
ELISA, sendo uma amostra identificada como positiva para este vírus 
por meio da indexagem molecular. Para os vírus GVA, GVB e GFlV 
será necessário o desenvolvimento de maiores estudos para validar 
marcadores moleculares com a química Zen
TM
 (IDT, Coralville, 
Estados Unidos das Américas), o marcador GLRaV-1 01 e GFkV 01 
podem ser empregados para a indexagem para os vírus GLRaV-1 e 
GFkV respectivamente, bem como os marcadores GFLRaV-3 01 e 
GLRaV-3 03 podem ser utilizados para indexagem do vírus GLRaV-3 
em reações de RT-qPCR a partir de tecidos de videira. 






The grapevine is one of the fruit world's most productive 
importance, being rooted in almost all cultures and spread in various 
parts of the world. However, because the propagation method, 
predominantly vegetative, through grafting, facilitate the presence of 
pathogenic viruses in vine tissues. For this reason, over the years, many 
studies objective develop and improve the indexing methods. The old 
methods used for vine indexing was the simple observation of 
symptoms in plants or indicator plants through grafting, this known as a 
biological indexing. Nowadays, improving the speed and precocity for 
indexing, serological methods are been adopted, the most common is 
ELISA test. These due to the strong advance in molecular biology in 
recent years, which stand out for their accuracy, reliability and speed of 
execution. However, to adopt molecular tests, it is necessary develop 
solid and reliable approaches. The objective of this work is test and 
develop reliable methods for molecular grapevine indexing, as well 
knowing the presence and distribution of the main virus in National 
Nurseries. A preliminary study was implanted looking for stablish one 
adequate RNA extraction protocol to obtain quality genetic material. 
Were collected samples from 109 plants in 5 national nurseries, and 
from the Grapevine breeding program and genetic bank, the samples 
were utilized to make the serological test (ELISA) and molecular (RT-
qPCR) to the virus GVA, GVB, GFkV, GFlV, GLRaV-1 and GLRaV-
3. The ELISA test made using the commercial anti serological 
AGRITEST (Valenzano, Italy), and the RT-qPCR through the labeled 
probe from Zen
T
 chemilcal (IDT, Coralville, USA). To develop 
molecular markers, ORF’s sequences (Open Read Frame) of each virus, 
as well the gene sequence of 18S rRNA to internal control, sequences 
obtained from NCBI and after analyzed with online BLAST tool. To 
select adequate regions to build molecular markers, between the 
obtained sequences, the regions with absence of mutation points after 
alignment were selected, for this; we made use of BioEdit software. 
Molecular markers (forward/probe/reverse) designed with internal 
quencher Zen™ and fluorescence from reporter FAM in three genomic 
fragments for each virus, utilizing the logarithmic online tool 
PrimerQuest. For the amplification test, through T-qPCR, we made yse 
of three distinct viral samples, and the reaction made using mastermix 
QuantiTec Probe (Qiagen Hilden, Germany) in 45 amplification cycles. 
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In the preliminary tests, more RNA quality and concentration obtained 
from tender tissues, like fruits mesocarp and grapevine leaf.  However, 
due to the reduced viral charge from this tissue, are not widely used for 
indexing, normally is used segments from dormancy branches. For this 
tissue, better results utilizing RNeasyPlant Mini Kit (Qiagen, Hilden, 
Germany) observed. For this reason, we made use of this kit during this 
study. The molecular markers were synthetized to the virus GVA, 
GVB, and GF1V did not amplify in the RT-qPCR reaction, probably 
due to annealing difficulties in the utilized sequences, this way, to this 
virus it is necessary new studies to synthetize sequences for indexing 
using. To the GFkV, GLRaV-1 and GLRaV-3 the markers developed 
on this study amplified. In all the nurseries, at least one plant had virus 
contamination, being free only the collection from the Plant breeding 
program. The GVB, followed by the GFkV are encountered with more 
frequency in this study, while the GVA is the only absence in all the 
samples. The ELISA test did not identify GLRaV-1 to any sample, 
while one positive sample detected through molecular indexing. To the 
virus GVA, GVB, and GF1V will be necessary develop more studies to 
validate molecular markers. The marker GLRaV-1 01 and GFkV 01 are 
ready to use in indexing of GLRaV-1 e GFkV virus respectively, as 
well the markers GFLRaV-3 01 e GLRaV-3 03 are to the GLRaV-3 
virus in RT-qPCR from grapevine tissues. 
Key Works: Viticulture. Molecular Biology. Virology. Plant health. 
Seedlings. 
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1. INTRODUÇÃO 
Atualmente, a videira é uma das frutíferas mais cultivadas no 
mundo. Em 2013, foram produzidos mais de 77 milhões de toneladas 
de uvas, equivalente a mais de U$ 44 bilhões (FAO, 2016). A produção 
de vinho ou uva de mesa está presente em praticamente todos os países 
do mundo. A vasta difusão da viticultura está relacionada à distribuição 
cosmopolita e utilização histórica pelas sociedades que mantiveram o 
seu cultivo. 
As videiras (Vitis spp.) pertencem à família botânica Vitaceae, 
sendo, dentre outros treze gêneros, o único cultivado comercialmente 
nesta família. No mundo são conhecidos 3 centros de biodiversidade da 
videira. Contudo, estima-se que o surgimento do gênero Vitis ocorreu 
entre os mares Negro e Cáspio. Posteriormente foi levada com a 
migração humana para a Ásia, Europa, África e América. O processo de 
domesticação, acompanhado de seleção natural e artificial nas 
diferentes regiões proporcionou o surgimento de diversas espécies, 
subspécies e variedades (Levadoux, 1956; This et al., 2006; Tian et al., 
2008; Wang et al., 1995; Zoghlami et al., 2009). 
Estima-se que a videira está presente na história da humanidade 
por milhares de anos. A domesticação das variedades europeias (Vitis 
vinifera L.), produtoras de vinhos finos, ocorreu a partir da Vitis 
vinifera subsp. Sylvestris, que teve seu processo de domesticação 
iniciado a aproximadamente de 8.000 a 4.000 anos A.C. Estima-se que 
as variedades asiáticas e americanas surgiram também neste período, 
entretanto seguindo processos distintos de seleção e domesticação 
(Levadoux, 1956; This et al., 2007). 
Ao longo do período evolutivo das videiras, nos diferentes 
centros de domesticação e diversidade, relata-se a provável coevolução 
com diversos organismos parasitas. Os vírus aparentemente sempre 
estiveram presentes com as videiras (Gambino et al., 2012). A 
disseminação destes foi facilitada ao longo do tempo devido à 
propagação vegetativa das videiras, assim como riqueza da entofauna, 
propiciando a transmissão de diversas viroses entre as plantas atacadas. 
Este longo período de contato e coevolução permitiu o 
desenvolvimento e a especificação de muitas estirpes e espécies de 
vírus fitopatogênicos. Por outro lado, as espécies e variedades têm 
diferentes respostas à convivência com viroses, que vão desde a reação 
assintomática até a perda completa da produção (Gutha et al., 2010). 
Devido à consolidação da cadeia produtiva da videira, 
principalmente em países da Europa, surgiu a necessidade da produção 
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de mudas com melhor qualidade fisiológica, genética e sanitária. Novos 
estudos foram empregados para a identificação, seleção, produção e 
certificação de mudas para se enquadrarem nos padrões de qualidades 
dos viveiros (Ribeiro, 2012). Demandando métodos de indexagem cada 
vez mais precisos e precoces. 
O primeiro método utilizado para identificação das infecções 
virais foi através da observação de sintomas ocorrentes na planta. 
Contudo, este método é muitas vezes impreciso e subjetivo, tornando-se 
pouco consistente para diagnose, principalmente em infecções virais 
onde os sintomas ocasionados são inexpressivos por longos períodos 
fenológicos ou por vários ciclos. 
Passou-se então, a utilizar a indexagem biológica, que consiste 
na exposição do material da planta matriz a um bioindicador, 
normalmente através da enxertia em planta suscetível que apresenta 
claramente os sintomas da presença do vírus. Desta forma, o 
diagnóstico da presença de viroses se tornou mais precisa (Sankaran et 
al., 2010). Contudo, na indexagem biológica, muito tempo, 
infraestrutura e mão-de-obra são necessários desde a indexagem até o 
diagnóstico, normalmente 24 a 36 meses, onde as plantas são mantidas 
em casa de vegetação sob constante observação dos sintomas. 
Para melhorar a eficiência do processo de indexagem, 
desenvolveram-se técnicas sorológicas, como o teste ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), que consiste na identificação da 
presença do vírus devido à reação do anticorpo ao conjugar-se com a 
proteína capsidial do vírus, permitindo a obtenção do diagnóstico em 
poucos dias. Entretanto, este método apresenta alguns pontos fracos, 
como a necessidade de laboratórios para produção dos anticorpos 
específicos, presença comum de falsos negativos além de necessitar 
elevada carga viral para identificação efetiva da virose. Para evitar estes 
pontos negativos, tem-se adotado técnicas moleculares, onde se busca 
identificar o material genético (RNA) do vírus, proporcionando maior 
agilidade e precisão do resultado (Osman et al., 2007; Sankaran et al., 
2010; Bester et al,. 2014). 
As técnicas moleculares empregadas para a identificação de 
viroses consistem na construção da fita de cDNA através da 
transcriptase reversa a partir do RNA. Este processo é conhecido como 
Reverse Transcriptase (RT). Com o cDNA, podem ser adotadas duas 
técnicas moleculares para a identificação do vírus (PCR e qPCR). 
Os primeiros estudos para indexagem via genética molecular, 
eram baseados na Reação em Cadeia da Polymerase (PCR, na sigla em 
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inglês). Nesta técnica, conhecida como RT-PCR, o cDNA da amostra é 
submetido a uma reação de PCR com marcadores moleculares 
específicos para o alvo a ser amplificado e posteriormente submetido a 
eletroforese em membrana porosa e marcação com fluorescência dos 
fragmentos gerados (Bustin et al., 2009; Noorani et al., 2013). Esta 
técnica apresenta algumas vantagens em comparação ao teste 
sorológico, como a detecção de infecções mesmo com baixo título viral 
e a redução de falsos negativos. 
Devido ao constante avanço na biologia molecular, o método 
para identificação de viroses passou a ser também realizado através do 
PCR quantitativo (qPCR, sigla em inglês). Esta técnica consiste na 
leitura do número de cópias produzidas durante a reação de PCR 
(Bustin et al., 2009; Ruijter et al., 2013), gerando um gráfico em tempo 
real, da amplificação das amostras. Apresenta também maior 
sensibilidade, possibilitando a identificação de cargas virais ainda 
menores, pois não há necessidade de eletroforese posterior para 
visualização dos fragmentos amplificados via a RT-qPCR. Pois nesta 
técnica a leitura do número de copias geradas é realizada em cada ciclo 
através da fluorescência, possibilitando a quantificação da carga viral 
no hospedeiro (Bustin et al., 2009). 
Atualmente, os países da União Europeia possuem a legislação 
mais consolidada a respeito da certificação de mudas de videira. Bem 
como, a principal cadeia produtiva de mudas. Entretanto, para 
estabelecer um acordo de seleção sanitária e certificação de mudas 
comum aos países integrantes, foram necessárias varias negociações, 
devido aos conflitos existentes. No continente europeu, as primeiras 
tratativas para um acordo internacional datam de abril de 1968, com o 
conselho econômico da comunidade europeia. Neste momento, foi 
estabelecido a divisão das mudas em três categorias, “Básica”, 
“Certificada” e “Padronizada”. 
A partir de então, foi aplicado uma fiscalização mais severa ao 
local de produção das mudas básicas e certificadas, onde a indexagem 
passou a ser uma prática rotineira nestas classes. A forma de indexagem 
exigida por este acordo é baseado na indexagem biológica, podendo ser 
assistida por testes sorológicos. Os países que implementaram 
inicialmente as normas deste tratado foram Alemanha, França e Itália. 
Posteriormente, Espanha, Grécia e Portugal também entraram no 
acordo internacional europeu. 
Contudo, diferenças na presença e impacto de algumas viroses 
específicas em alguns países, ocasionou problemas nas relações entre os 
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membros. Para facilitar o acordo internacional, em 1992, o comitê do 
conselho internacional para o estudo de vírus e doenças virais em 
viticultura, reviu os programas de certificações dos estados membros, 
uniformizando os parâmetros adotados para a certificação, criando o 
esquema de certificação conhecido como EPPO (Anônimo, 2008). 
Com a nova normatização, as mudas de videira passaram a ser 
classificadas em cinco categorias, sendo estas, “Fonte Primária”, “Pré-
básica”, “Básica”, “Certificada” e “Padronizada”. Na ordem, 
respectivamente de maior controle fitossanitário para menor exigência 
legal de fiscalização. Também com a nova normatização, foi 
estabelecido a exigência de testes sorológicos ou moleculares que 
atestem a negativação dos indivíduos para os vírus do complexo da 
degeneração da videira (GFlV, ArMV, GCMV, RpRSV, SLRV e 
TBRV), complexo do enrolamento (GLRaV - I, II, III, IV, V, VI, VII e 
IX), complexo do lenho rugoso (GVA, GVB e GRSPV) e GFkV. Além 
de estabelecer um protocolo padrão para indexagem biológica. 
No esquema de certificação EPPO, os organismos oficiais, como 
os ministérios de agricultura, de cada Estado membro são as entidades 
responsáveis pela certificação. Sua atuação ocorre por meio de 
viveiristas e laboratórios certificados. Este esquema de certificação foi 
conhecido como “padrão ouro” na sanidade de mudas de videira. 
Contudo, este elevado padrão de controle sanitário não foi prático para 
fins comerciais. Com isto, foram incorporadas algumas alterações pela 
comissão da comunidade europeia em 2005 (Comissão Diretiva 
2005/43/CE). 
A principal alteração trazida pela comissão de 2005, foi a 
alteração dos vírus a serem indexados. A partir de então, a indexagem, 
passou a ser obrigatória, somente para cinco espécies, são elas, 
Grapevine fanleaf virus, Arabis mosaic virus, Grapevine leafroll-
associated virus-1, Grapevine leafroll-associated virus-3 e Grapevine 
fleck virus, sendo esta última, obrigatória somente para porta-enxertos. 
Contudo, baseado nestas obrigações básicas, cada Estado membro pode 
implementar suas exigências complementares. 
Na Itália, país membro do tratado europeu, o Ministero delle 
politiche agricole alimentari e forestali, responsável pela 
implementação das medidas indicadas pela comissão europeia em 2005, 
emitiu o decreto ministerial de 7 de julho de 2006, onde foi 
incrementado a exigência da indexagem para o Grapevine virus A, bem 
como, dentre outras providências, regulamentou a perniciosidade da 
realização dos testes, conforme o tipo de muda a ser comercializado 
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pelo estabelecimento (Mipaaf, 2006). Alterando e substituindo o 
decreto ministerial emitido em 8 de fevereiro de 2005, para enquadrar-
se nas novas normativas internacionais. Atualmente, esta ultima 
legislação continua em vigor. 
Na Itália, o controle sanitário dos vinhedos foi incentivado no 
plano estratégico para inovação e pesquisa no setor agrícola, alimentar 
e florestal, para os anos 2014-2020 (Mipaaf, 2014). Demonstrando a 
continua preocupação dos órgãos reguladores daquele país, assim como 
da união europeia em geral. Por outro lado, fora da união europeia, 
poucas normativas estão presentes regulamentando a sanidade das 
mudas de videira comercializada. 
No Brasil, o órgão responsável pela regulamentação da atividade 
é o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA). 
Conforme autoridade conferida pela lei federal brasileira Nº. 10.711/03, 
cabendo ao MAPA, a edição e implementação de normativas para a 
produção, comercialização, importação e exportação de sementes e 
mudas dentro do território brasileiro. A mesma lei, também permite a 
existência de normatizações estaduais, desde que, valido semente para 
seu território. 
Entretanto, atualmente, não existem normativas específicas 
aprovadas no âmbito federal para a regulamentação da qualidade 
fitossanitária de mudas de videira, não havendo também obrigação legal 
da realização de indexagem para quaisquer vírus. Neste cenário, a 
produção e comercialização de mudas de videira no território brasileiro 
são regulamentados, mesmo que de forma genérica, principalmente 
pelo decreto federal brasileiro Nº. 24.114 de 1934, conhecido como 
regulamento de defesa sanitária vegetal. 
Neste decreto, o principal foco é o controle para evitar a 
disseminação de pragas ou doenças no território nacional, também 
sujeito a normatização pelo MAPA. De toda a forma, faz-se necessário 
a realização de estudos, com a finalidade de gerar subsídios científicos 
e tecnológicos suficientes para a implantação de uma legislação visando 
a seleção sanitária e certificação de mudas de videira nas condições 
brasileiras. 
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2. HIPÓTESES E OBJETIVOS 
 
2.1. HIPÓTESES 
A) Marcadores moleculares empregados em reação de RT-qPCR 
podem ser utilizados para identificação molecular da presença de 
viroses em videira. 
B) Protocolos de isolamento do material genético de videira e vírus são 
possíveis de serem empregados para identificação molecular da 
presença de viroses em videira. 
C) As matrizes de viveiros nacionais possuem contaminação por vírus 




2.2.1. Objetivo Geral 
Gerar marcadores moleculares com a química Zen
tm
 confiáveis 
para serem empregados na identificação molecular de viroses em 
tecidos de videira, empregar estes marcadores na identificação de 
viroses e comparar os resultados com o teste sorológico (ELISA) em 
matrizes provenientes de viveiros nacionais produtores de mudas de 
videira. 
 
2.2.2. Objetivos Específicos 
A) Desenhar marcadores moleculares possíveis de serem empregados 
na identificação molecular de viroses em videira. 
B) Extrair material genético (RNA) de sarmentos dormentes de videira 
com elevada qualidade para posterior reação de RT-qPCR. 
C) Realizar a identificação da presença de contaminação dos vírus 
GVA, GVB, GFlV, GFkV, GLRaV-1 e GLRaV-3 em matrizes de 
videira do estado de Santa Catarina e Minas Gerais, através da 
indexagem sorológica e molecular. 
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3. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  
 
3.1. Métodos para detecção de virose 
As técnicas empregadas para indexagem de materiais vegetais 
apresentaram forte evolução nos últimos anos, passando de observação 
dos sintomas com a indexagem biológica para diagnoses mais 
complexas e precisas, como técnicas sorológicas (teste ELISA) e 
moleculares (RT-PCR e RT-qPCR), permitindo a identificação de 
cargas títulos virais menores em tempo reduzido de diagnóstico (Hill, 
1984; Basso et al., 2010 a; Fajardo et al., 2011). 
A detecção de viroses através da observação biológica é uma 
prática ainda utilizada, porém, em videira este é um método que 
apresenta algumas dificuldades de ser empregado e seus dados são na 
sua maioria inconsistentes, necessitando de carga viral elevada para que 
sejam claramente observados os sintomas (Fajardo et al., 2003). Os 
autores relatam que após a inoculação de 29 mudas com o vírus 
Grapevine virus A (GVA), somente 3 mudas apresentaram acanaladuras 
no lenho de Kober 5BB, sintoma típico desta infecção (Kuniyuki et al., 
2003). 
Em outras espécies vegetais, também são descritos dificuldades 
referentes ao uso da técnica de indexagem biológica. Radaelli et al. 
(2006) encontraram dificuldades na identificação biológica de um 
isolado do Apple stem pitting virus em pereiras. Os autores referem este 
impasse ao comportamento biológico diferenciado dos isolados. Devido 
a estas dificuldades encontradas ao se diagnosticar viroses em tecidos 
vegetais, foram desenvolvidos e empregados outros métodos, tornando 
os resultados mais neutros e confiáveis. 
 
3.2. Teste ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) 
Dentre os métodos sorológicos empregadas para detectar a 
presença de vírus em organismos vegetais, o teste ELISA é atualmente 
o mais empregado, tanto para espécies herbáceas (Alencar et al., 2012) 
como lenhosas (Fajardo et al., 2012). 
Em videira, o teste ELISA é amplamente empregado em vários 
estudos de detecção viral, Fajardo et al. (2002) utilizaram esta técnica 
para identificar a presença do Grapevine leafroll associated virus 
(GLRaV) 1 e 3 em videiras cultivadas em varias regiões de importância 
vitivinícola nacional, isolando os vírus identificados para posterior 
sequenciamento genético. Kuniyuki et al. (2006), empregando o teste 
 26 
ELISA, identificaram vetores possíveis de transmitirem o Grapevine 
virus B (GVB) para mudas sadias. 
O teste ELISA apresenta algumas vantagens, como a praticidade 
e o custo relativamente baixo dos reagentes, entretanto, possui algumas 
desvantagens, como pouca precisão, necessitando em muitos casos 
repetir as analises para obtenção de resultados confiáveis, além do custo 
elevado para produção de novos anticorpos a serem utilizados em 
análises para novas viroses (Dória et al., 2011). 
 
3.3. Testes moleculares 
Como forma de melhorar a precisão e a eficácia dos testes de 
análises, os diagnósticos de presença de vírus passaram a ser através de 
técnicas moleculares. A principal diferença destes para os testes 
sorológicos consiste na molécula identificada. Testes moleculares 
baseiam-se na identificação do material genético do vírus. Desta forma, 
é possível realizar a identificação de vírus, mesmo quando estes estão 
em estágio de latência e em pequenas concentrações. 
Devido à maioria dos vírus descritos para vegetais terem o RNA 
fita simples como material genético, é necessário realizar a transcriptase 
reversa, para produção do cDNA (Zhu et al., 2010). Com isto as 
técnicas de RT-PCR (Reverse Transcriptase Polymerase Chain 
Reaction) e qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction), 
apresentam-se como precisas e eficazes no monitoramento e diagnose 
de viroses (Pereira et al., 2011; Hajizadeh, et al., 2012; López-Fabuel et 
al., 2013). 
 
3.3.1. RT-PCR (Reverse Transcriptase – Polymerase Chain 
Reaction) 
O primeiro método molecular para identificar material genético 
de vírus em tecidos vegetais foi o RT-PCR, onde primeiramente se 
realiza a reação de transcriptase reversa, para formar o cDNA e 
posteriormente é realizado um PCR convencional, semelhante ao 
aplicado quando o material genético trata-se do DNA. Gambino e 
Gribaudo (2006) utilizaram esta técnica para identificar a presença do 
material genético de ArMV, GFLV, GVA, GVB, RSPaV, GFkV, 
GLRaV-1, GLRaV-2 e GLRaV-3 em tecidos de videira cultivados in 
vitro. O mesmo método foi empregado por Giampetruzzi et al. (2012) 
para descrever a existência de novas variantes de vírus em videira 
‘Pinot Gris’ cultivada na Itália. 
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Este método ainda é muito empregado em vários laboratórios 
que visam a detecção de viroses em tecidos de plantas lenhosas. 
Contudo, alguns estudos demonstram que seus resultados são pouco 
sensíveis, dificultando o diagnóstico do material genético do patógeno 
quando a carga viral no tecido hospedeiro é muito baixa (Osman; 
Rowhani, 2006). 
Em estudos de comparação entre técnicas moleculares para 
identificação dos vírus GFkV, ToTSV, GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2, 
GLRaV-3, GLRaV-4 GLRaV-5 GLRaV-9, RSPaV, GVA e GVB, foi 
verificado que a indexagem via RT-PCR demonstrou resultados menos 
sensíveis e eficientes se comparados com a indexagem via RT-qPCR 
(Osman et al., 2008). Por estes motivos, o uso da RT-PCR passou a ser 
obsoleto na identificação de material genético de vírus. 
 
3.3.2. qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) 
Com a necessidade de métodos mais sensíveis e eficientes para 
detectar o material genético do patógeno no hospedeiro ou suas 
interações moleculares, foi empregado o uso do qPCR. Este método 
aborda uma leitura da expressão do gene a cada ciclo de replicação do 
PCR, possibilitando inferir a quantidade de carga viral no tecido 
hospedeiro, utilizando para isto alguns genes de referência (controles 
internos) para normalizar a expressão e o Cycle threshold (Ct), ciclo em 
que a fluorescência emitida pela amostra ultrapassa um limite arbitrário, 
alocado na fase exponencial da curva de amplificação (Polesani et al., 
2008; McDavid et al., 2013). 
Contudo, devido a tratar-se de uma técnica nova, este método 
enfrenta alguns entraves que limitam o seu uso, como a necessidade de 
extração de RNA total da amostra com boa qualidade e o 
estabelecimento de genes a serem empregados como controles internos 
(Reid et al., 2006). Para a videira, muitos estudos mencionam a 
extração do RNA total da amostra através de kits comerciais 
(MacKenzie et al., 1997; Osman; Rowhani, 2006; Osman et al., 2008). 
Contudo outros protocolos vêm sendo desenvolvidos e testados para 
redução de custos nesta etapa (Borges et al., 2014). 
Um protocolo de extração de RNA a partir das bagas de Vitis 
vinifera foi desenvolvido por Reid et al. (2006) e posteriormente 
empregado por Polesani et al. (2010) para extração de RNA de folhas 
de videiras cultivadas in vitro, relatando bons resultados. Visando a 
extração do RNA utilizando folhas de plantas frutíferas cultivadas, 
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Foissac et al. (2001) desenvolveram protocolo baseado no uso de 
guanidina, este protocolo foi testado com sucesso também para extração 
de RNA a partir de ramos de videira coletados em seu estágio de 
dormência (Turturo et al., 2005). 
Em estudos com videira, é comummente empregado o uso do 
18S rRNA que inicialmente foi utilizado para o RT-PCR (Gambino; 
Gribaudo, 2006) e passou a ser empregado no RT-qPCR (Osman et al., 
2008), como gene de controle endógeno. Entretanto, os genes UBQ e 
EF1-α são os mais estáveis em tecidos de videira cultivados in vitro 
(Peña et al., 2010). Ainda, de acordo com Reid et al. (2006) os genes 
GAPDH, Actina, EF1-α e SAND são os mais estáveis ao longo do ciclo 
de desenvolvimento, contudo, estes dados foram avaliados utilizando-se 
bagas de videira, carecendo de testes para assegurar o emprego dos 
mesmos em outros tecidos ou estágios do ciclo fenológico da planta. 
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4. CAPITULO I MÉTODOS E TECIDOS EMPREGADOS 
PARA A EXTRAÇÃO DO RNA EM VIDEIRA 
 
4.1. Resumo 
A videira está entre as frutíferas mais cultivadas do mundo, difundida 
em quase todos os países, para produção de uvas de mesa e/ou vinhos. 
Contudo, estudos de caracterização fenológica de suas variedades são 
muitas vezes comprometidos devido à elevada plasticidade bem como 
ampla base genética. Por estas características, estudos moleculares são 
cada vez mais explorados para esta cultura. Dentre estes estudos, o 
conhecimento do transcriptoma surge como uma nova área a ser 
elucidada. Contudo, para o sucesso nestes estudos, faz-se necessário a 
extração do conteúdo de RNA com qualidade e pureza. Devido a este 
cenário, o presente estudo foi realizado com o objetivo de testar 
protocolos para extração de RNA a partir de tecidos de videira (Vitis 
labrusca) para ser utilizado na técnica de Transcriptase Reversa seguida 
de Reação em cadeia da Polimerase quantitativa (RT-qPCR). Foram 
utilizadas amostras de cambio vascular (sarmento), folhas, ráquis, 
epicarpo e mesocarpo do fruto. Para a extração do RNA total, utilizou-
se os protocolos de extração orgânica com Trizol
®
 modificado, extração 
com detergente CTAB e kit comercial RNeasyPlant Mini Kit (Qiagen, 
Hilden, Alemanha). Os tecidos utilizados foram mantidos em baixa 
temperatura após a coleta e rapidamente transportados ao laboratório, 
onde foram mantidos a –20 °C até a extração do RNA. A concentração 
do RNA extraído foi mensurada com espectrofotômetro NanoDrop ND-
1000, assim como a relação com proteínas (A260/A280) e polifenóis 
(A260/A230) e posteriormente foi realizada a reação de RT-qPCR com 20 
ng de RNA amostra, utilizando mastermix QuantiTect Probe (Qiagen, 
Hilden, Alemanha) com sonda marcada (IDT, Coralville, Estados 
Unidos das Américas) para o gene 18S rRNA (gb|13172871). Para 
comparação do Cycle threshold (Ct) os dados foram analisados 
utilizando o teste estatístico SNK (α = 0,05) para comparação das 
médias. A concentração de RNA foi maior quando utilizado o kit 
comercial, exceto para o sarmento, em que não há diferença entre os 
protocolos. Este tecido apresentou os menores rendimentos de RNA 
extraído. As relações A260/A280 e A260/A230 não apresentaram interações 
significativas, para ambas o kit proporcionou valores superiores e o 
Trizol as menores médias de pureza da amostra. Devido aos resultados 
insatisfatórios obtidos pelo protocolo de extração com Trizol, a reação 
 30 
de RT-qPCR foi realizada somente com amostras dos demais 
protocolos. Com exceção da amostra obtida a partir do sarmento, a 
extração com o kit proporcionou menores valores e variação do Ct em 
comparação ao CTAB, indicando maior integridade do RNA extraído. 
O uso deste kit proporcionou maior concentração, pureza e qualidade 
do RNA extraído em comparação aos demais protocolos, exceto para as 
amostras obtidas a partir do sarmento. O protocolo empregando o uso 
de Trizol não apresenta resultados satisfatórios para a extração de RNA 
a partir do sarmento, folhas, ráquis, epicarpo e mesocarpo do fruto. 
Dentre os tecidos, o uso do mesocarpo e folha apresentaram maior 
integridade e pureza do material genético extraído. 
Palavras-Chave: Vitis labrusca. Fruticultura. Expressão gênica. 
Biologia molecular. Transcriptoma. 
 
4.2. Abstract 
Grapevine it is among the fruits most cultivated in the world, spread in 
almost all the countries, to wine production and/or table grapes. Even 
though, phenological characterization studies of different varieties are 
compromised due to high plasticity as well as large genetic diversity. 
Due to these characteristics, molecular studies are each day more 
explored to this culture. Between these studies, the transcriptome 
knowledge seems a new field of study to be elucidated. However, to the 
success on this study, it is necessary that the RNA extraction achieve 
good purity and quality levels. In this scenario, the present study 
objective is test different RNA extraction protocols from Grapevine 
tissue (Vitis labrusca) to utilize in the Reverse Transcriptase technique, 
followed by reaction in the Polimerase Chain Reaction quantitative 
(RT-qPCR). Samples collected from vascular cambio (withe) leafs, 
rachis, epicarp and mesocarp of the fruit. To the RNA total extraction, 
utilized  organic extraction protocol with modified Trizol®, extraction 
with CTAB detergent and Commercial kit RNeasy Mini Kit (Qiagen, 
Germany). The tissue utilized were maintained in low temperature after 
collect and rapidly transported to the lab, where maintained in -20°C 
until the RNA extraction. The RNA concentration extracted was 
measured with spectrophotometer NanoDrop ND-1000, as well as the 
protein concentration (A260/A280) and polyphenols (A260/A230), and 
after made the RT-qPCR reaction with 20ng of RNA per sample, 
utilizing mastermix QuantiTect Probe (Qiagen, Germany) with labeled 
probe (IDT, Coralville, USA) to the 18S rRNA gene(gb|13172871). To 
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threshold cycle comparison (Ct) the data were analyzed utilizing the 
statistic test SNK (α = 0,05) to average comparison. The RNA 
concentration was higher when utilized commercial kit, except for the 
withe, where there is no difference among the protocols. This tissue 
showed the lower RNA extracted yields. The A260/A280 e A260/A230  
relations did not show significant interaction, to both the kit provided 
higher values and Trizol the lower purity average of samples. Due to 
the unsatisfactory results obtained using the Trizon extraction protocol, 
samples from it were not used to the RT-qPCR reaction. The kit 
extraction provided lower values and Ct compared with CTAB, with 
the branches samples exception, indicating more RNA integrity from 
extraction. The kit use also provided more concentration, purity and 
quality of RNA extracted in comparison to other protocols, except for 
the branche samples. The Trizol protocol showed unsatisfactory results 
to RNA extraction from branche, leaf, rachis, fruit epicarp and 
mesocarp. Among the tissues, the use of mesocarp and leaf presented 
more integrity and genetic material purity extracted. 




A videira é atualmente uma das frutíferas mais cultivadas no 
mundo. Na safra de 2013 produziu mais de 77 milhões de toneladas de 
frutos, gerando valor de aproximadamente U$ 44 bilhões (FAO, 2016). 
O cultivo e a produção de uvas, para consumo in natura ou produção de 
bebidas, está presente em todas as partes do mundo, em decorrência da 
adaptabilidade e amplitude genética das variedades de videiras 
distribuídas no globo. 
Devido à amplitude genética existente, o genoma da videira é 
altamente polimórfico (Lijavetsky et al., 2007), fato que aliado ao longo 
período entre gerações (superior a 3 anos), e elevada plasticidade 
fenotípica, dificulta estudos genéticos baseados em caracteres 
morfológicos. Com isto, abordagens moleculares se fazem necessárias 
para compreender melhor o comportamento genético e epigenético da 
videira (Venturini et al., 2013). 
Com o avanço das técnicas moleculares empregadas em estudos 
genéticos, novas abordagens visam elucidar a regulação da expressão 
gênica, comportamento epigenético, entre outros estudos de 
transcriptoma (Reid et al., 2006). O advento de novas técnicas em 
biologia molecular, como a análise por PCR quantitativa (qPCR) 
proporcionou testar novas hipóteses e gerar dados concisos acerca de 
diversas áreas da biologia vegetal, como melhor entendimento do 
metabolismo vegetal (Buchanan-Wollaston et al., 2005), interações 
planta patógeno (Mestre et al., 2015), identificação de viroses (Osman 
et al., 2007) dentre outras aplicabilidades. 
Entretanto, para a aplicabilidade destes métodos, faz-se 
necessário a obtenção de material genético com qualidade, integridade e 
pureza (Asif et al., 2000). Concomitante a isto, tecidos de plantas 
lenhosas, como os provenientes da videira, possuem elevados níveis de 
componentes fenólicos e polissacarídeos (Gambino et al., 2008). Tais 
componentes atuam como inibidores nas posteriores reações 
enzimáticas empregadas na análise molecular (Osman; Rowhani, 2006). 
Devido a isto, o objetivo com o presente trabalho foi testar 
protocolos para a extração e isolamento de RNA a partir de diferentes 
tecidos de videira, visando sua aplicabilidade em estudos de 
transcriptoma. 
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4.4. Material e Métodos 
A coleta das amostras de tecido vegetal foi realizada na Vinícola 
Panceri¸em área de produção comercial, localizada no município de 
Tangará/SC, Brasil (27° 11’ 16” S 51° 10’ 24” W, altitude de 1.100 m), 
a partir de plantas adultas de Vitis labrusca (variedade Bordô) onde 
foram amostrados cachos em final de maturação, folhas 
fotossinteticamente ativas e sarmentos lenhosos. Após coletados, os 
tecidos foram mantidos refrigerados durante o transporte. Em 
laboratório os cachos foram fracionados em ráquis e fruto, que, foram 
fracionados em epicarpo e mesocarpo. Estes tecidos foram mantidos em 
temperatura de -20 °C, com exceção dos sarmentos lenhosos que foram 
mantidos refrigerados até a extração do RNA. 
Os tecidos coletados (epicarpo e mesocarpo do fruto, ráquis, 
folhas e sarmentos) foram utilizados para extração do RNA. Para isto, 
foram testados três protocolos: kit comercial RNeasyPlant Mini Kit 
(Qiagen, Hilden, Alemanha), Trizol e detergente CTAB. Para cada 
tratamento (protocolo x tecido) foi realizada a extração de RNA de três 
indivíduos, considerando cada indivíduo como uma repetição. 
Para a extração do RNA, os tecidos foram previamente 
macerados em nitrogênio líquido. A extração utilizando o kit comercial 
foi empregada conforme as recomendações do fabricante, utilizando o 
Tiocianato de Guanidina (RLT) como tampão de extração, acrescido de 
β-mercaptoethanol (1:100). 
A extração utilizando o método detergente CTAB seguiu 
conforme protocolo desenvolvido por Chang et al. (1993), onde 
aproximadamente 2 g de tecido macerado em nitrogênio liquido foram 
adicionados a 15 mL do tampão de extração CTAB (2%) aquecido a 65 
°C em banho-maria, seguido da adição de igual volume de solução 
clorofórmio : ácido indolacético (1:1) e centrifugação a 11.000 g por 
dois minutos. À fase superior foi adicionado duas vezes o volume de 
etanol e mantido em - 80 °C por aproximadamente 30 minutos para 
precipitação do pellet, seguido de centrifugação de 10.000 g por 20 
minutos, logo foi descartado a fase líquida e o pellet foi seco em 
temperatura de geladeira (4 °C) e suspenso em 200 µL de água 
destilada, esterilizada, tratada com DEPC. 
A extração pelo método Trizol foi realizada utilizando 
aproximadamente 100 mg de tecido macerado foi adicionada a 1 mL de 
Trizol. Logo a amostra foi vortexada duas vezes por 5 segundos e 
mantida em banho-maria por 5 minutos a 60 ºC, novamente 
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homogeneizada em vortex por duas vezes de 15 segundos e adicionado 
300 µL de solução de clorofórmio gelada (4 ºC) seguida de nova 
vortexagem por 15 segundos e descanso em temperatura ambiente por 2 
a 3 minutos, seguida de centrifugação a 11.000 g em 4 ºC por 12 
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo e 
adicionado 300 µL da solução de isopropanol gelada (4 ºC), seguido de 
lenta homogeneização manual. A amostra foi mantida em temperatura 
ambiente por aproximadamente 10 minutos (até a precipitação do 
RNA). As amostras foram então centrifugadas a 10.000 g em 4 ºC por 
10 minutos, a fase liquida foi descartada e mantido o pellet que foi 
lavado com 1,5 mL de etanol 75% gelado (-20 ºC) e posteriormente 
lavado com 1,5 mL de etanol 100% gelado (-20 ºC), as lavagens foram 
seguidas de 15 segundos de vortex e centrifugação a 10.000 g em 4 ºC 
por 10 minutos e descarte da fase líquida. O pellet obtido no final do 
processo foi seco por aproximadamente 1 hora em 4 ºC e suspenso em 
200 µL de água destilada, esterilizada, tratada com DEPC. 
Neste protocolo, a solução de clorofórmio foi preparada 
imediatamente antes o início da extração, adicionando clorofórmio : β-
mercaptoethanol (100:3). A solução de isopropanol foi preparada com 
ao menos 24 horas de antecedência utilizando álcool isopropilico 
acrescido de 0,8 M de citrato de sódio e 1,2 M de cloreto sódio. 
A concentração e pureza do RNA extraído foi mensurada 
empregando o uso do espectrofotômetro NanoDrop ND-1000, em 260 
nm, assim como a relação A260/A280 e A260/A230. Posteriormente, a 
concentração de RNA nas amostras foi padronizada para 10 ng µL
-1
. A 
reação de RT-qPCR foi realizada utilizando o mastermix QuantiTect 
Probe (Qiagen, Hilden, Alemanha), com 20 ng de RNA total para 
volume final da reação de 10 µL. 
A sonda (Zen
tm
) utilizada na reação foi confeccionada marcada 
com reporter fluorescente (FAM), quencher não fluorescente Iowa 
Black
®
 FQ e quencher interno ZEN
TM
, os marcadores empregados na 
reação (Forward | Probe | Reverse) foram confeccionados com base na 
sequência do gene ribossômico 18S rRNA (NCBI: gb | 13172871), com 
auxílio do software online PrimerQuest
®
 (Tabela 4.1). A região genica 
empregada para síntese dos marcadores foi interna ao amplicon 
comummente utilizado em estudos científicos para identificação deste 
gene em reações de RT-PCR (Gambino; Gribaudo, 2006). 
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Figura 4.1. Sequência do gene 18S rRNA (gb | 13172871) indicando em azul 
os sítios de ligação para end point polymerase chain reaction, em verde 
os sítios de ligação dos marcadores forward e reverse empregados neste 
estudo para reação de quantitative polymerase chain reaction, em 
amarelo o sítio de ligação da sonda marcada com reporter fluorescente 
(FAM), quencher não fluorescente Iowa Black
®





Tabela 4.1. Sequência do marcador para RT-qPCR, tamanho do fragmento e 
localização dentro do loco 18S rRNA 
Iniciador Sequencia do iniciador Sentido 
Forward GGTGACGGAGAATTAGGGTTC 5’ - 3’ 
Probe TGAGAAACGGCTACCACATCCAAGG 5’ - 3’ 
Reverse CCGTGTCAGGATTGGGTAAT 3’ - 5’ 
 
As reações realizadas a partir do RNA extraído pelos diferentes 
tecidos em ambos os protocolos foram comparados através do Cicle 
threshold (Ct), considerando resultados satisfatórios aqueles com menor 
variabilidade do Ct e valores abaixo de 35 ciclos. Indicando boa 
qualidade e integridade do RNA extraído. 
O teste de Shapiro-Wilk (α=0,05) foi utilizado para verificar a 
normalidade dos dados coletados. A homogeneidade das variâncias foi 
verificada através do teste de Bartlett (α=0,05). Posteriormente as 
médias foram submetidas à análise de variância e, quando observadas 
diferenças ao nível de 5% de probabilidade de erro tipo α, o teste SNK 
(α=0,05) foi utilizado para separação das médias. Para a análise 
estatística foi utilizado o pacote ExpDes.pt (Ferreira et al., 2013) do 
software R (R Core Team, 2015). 
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4.5. Resultados e Discussão 
Todos os dados coletados neste estudo apresentaram 
homogeneidade de variância, bem como, normalidade. Devido a isto, 
adotou-se métodos de análise estatística paramétrica sem efetuar 
transformação de valores. 
Maior concentração de RNA (31,7 ng µL
-1
) foi obtida com o uso 
do kit de extração comercial, para todos os tecidos, sendo 
estatisticamente semelhante ao protocolo com uso do CTAB para os 
tecidos de epicarpo, ráquis e sarmento. Neste último, não foi verificada 
diferença na concentração de RNA por qualquer protocolo testado, o 
que se deve a elevada variabilidade dos resultados verificados. Com 
exceção do tecido sarmento, o protocolo em que foi empregado o uso 
de Trizol apresentou os menores valores. 
Quando empregado o uso do kit comercial, as amostras obtidas a 
partir do mesocarpo e da folha apresentaram maior concentração do 
RNA (45,3 ng µL
-1
 e 43,3 ng µL
-1
, respectivamente) em comparação 
aos demais tecidos. Concentrações menores foram verificadas para a 
ráquis e o sarmento (23,0 ng µL
-1
 e 15,0 ng µL
-1
, respectivamente). 
Resultados semelhantes foram obtidos com o uso do protocolo CTAB, 
em que, as amostras extraídas de sarmento apresentaram a menor 
concentração do RNA. Com o emprego do Trizol, a concentração de 
RNA não diferiu estatisticamente entre os tecidos (Tabela 4.2). 
As relações de absorbância A260/A280 e A260/A230 foram maiores 
para amostras de RNA extraídas a partir do kit comercial (1,49 e 1,31, 
respectivamente), estatisticamente superior ao protocolo CTAB que 
apresentou resultados de pureza também superiores aos obtidos em 
amostras extraídas a partir do protocolo Trizol. Dentre os tecidos não 
foi verificado diferença estatística para a relação A260/A280, contudo, o 
mesocarpo e o epicarpo apresentaram maiores valores de relação 
A260/A230 (1,05 e 1,06, respectivamente), diferindo somente de ráquis 
(0,85) e sarmento (0,84) que apresentaram os menores valores para esta 
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Tabela 4.2. Concentração e pureza do RNA extraído através dos diferentes 
protocolos, a partir de tecidos de videira (Vitis labrusca), variedade 
Bordô, cultivada em Tangara/SC, BR (2015) 
* Dentro da mesma categoria, letras minúsculas iguais nas colunas e 
maiúsculas iguais nas linhas não diferem entre si pelo teste SNK (α=0,05). 
 
Devido aos resultados não satisfatórios obtidos nas amostras de 
RNA extraídas com o protocolo em que foi empregado o uso de Trizol, 
estas não foram utilizadas para a reação de RT-qPCR. Portanto, a 
reação foi realizada somente com as amostras extraídas com o kit de 
extração e com o método CTAB. Para a maior parte dos tecidos, o Ct 
foi menor para as amostras extraídas a partir do kit de extração, com 
exceção do sarmento lenhoso, em que menor Ct foi obtido para as 
amostras extraídas através do método CTAB (Tabela 4.3). Entretanto, 
em todos os tecidos, a variação do Ct foi menor nas amostras extraídas 











Ráquis Folha Sarmento Média 
 - - - - - - - - - - - - - Concentração do RNA ng µL
-1
 - - - - - - - - - - - - - 
Kit 
45,3 aA 31,7 aB 
23,0 
aBC 
43,3 aA 15,0 aC 31,7 
CTAB 
27,3 bA 27,3 aA 
19,7 
aAB 
27,3 bA 16,7 aB 23,7 
Trizol 11,0 cA 10,7 bA 6,3 bA 9,3 cA 7,0 aA 8,9 
Média 27,9 23,2 16,3 26,6 12,9  
 - - - - - - - - - - - - - - - Relação A260/A280 - - - - - - - - - - - - - - - 
Kit 1,5 1,5 1,5 1,5 1,4 1,49 A 
CTAB 1,4 1,3 1,4 1,4 1,2 1,33 B 
Trizol 0,7 0,7 0,4 0,6 0,5 0,59 C 
Média 1,18 a 1,17 a 1,11 a 1,19 a 1,05 a  
 - - - - - - - - - - - - - - - Relação A260/A230 - - - - - - - - - - - - - - - 
Kit 1,4 1,4 1,2 1,3 1,2 1,31 A 
CTAB 1,0 1,1 0,9 1,1 0,8 0,99 B 
Trizol 0,7 0,7 0,4 0,6 0,5 0,57 C 
Média 1,05 a 1,06 a 0,85 b 0,99 ab 0,84 b  
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Tabela 4.3. Cycle threshold obtido em reação de RT-qPCR com marcadores 
para o gene 18S rRNA, utilizando RNA extraído através dos diferentes 
protocolos, a partir de tecidos de videira (Vitis labrusca) 
* Dentro da mesma categoria, letras minúsculas iguais nas colunas e 
maiúsculas iguais nas linhas não diferem entre si pelo teste SNK (α=0,05). 
 
 
Figura 4.2. BoxPlot demonstrando a variação do Cicle threshold para o gene 
18S rRNA extraído a partir de epicarpo do fruto, folha fotossinteticamente 
ativa, mesocarpo do fruto, ráquis e sarmento lenhoso de videira (Vitis 
labrusca) ‘Bordo’, a partir do kit RNeasyPlant Mini Kit (A) e do 
protocolo com detergente CTAB (B). 
 
Tecidos de videira possuem elevada concentração de compostos 
fenólicos e aparentemente estes estão em maior concentração nos 
tecidos mais lignificados (Doshi et al., 2006), sendo estes mais 
problemáticos para extração do conteúdo genético com elevada pureza. 
Contudo, o protocolo que emprega o uso do CTAB foi desenvolvido 
para extração do RNA de Pinus, tecido que possui elevados índices de 
compostos fenólicos (Pinelo et al., 2003; Dudonné et al., 2009), 
gerando resultados satisfatórios de concentração de RNA e pureza, 
principalmente nas amostras extraídas a partir do sarmento e ráquis. 
O kit comercial, por ser desenvolvido e utilizado para ampla 
variabilidade de espécies e tecidos vegetais (Gehrig et al., 2000), 







Ráquis Folha Sarmento Média 
Kit 16,4 bD 16,1 bD 19,5 bC 21,6 bB 28,9 aA 20,5 
CTAB 26,8C a 28,3 aB 32,9 aA 28,5 aB 26,7 bC 20,6 
Média 21,6 22,2 26,2 25,1 27,8  
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extraído, exceto para o tecido do sarmento, que possivelmente, devido a 
baixa concentração de conteúdo genético e elevada lignificação, 
apresentou resultados inferiores aos demais tecidos para todos os 
protocolos empregados. 
A baixa concentração e pureza do RNA extraído através do 
protocolo empregando o uso de Trizol permite descartar o emprego 
deste protocolo. Estes resultados corroboram os verificados em tecidos 
de plantas lenhosas, como macieira (Gasic et al., 2004), em que o 
protocolo empregando este reagente não permitiu a obtenção de 
material genético com qualidade para ser empregado em estudos de 
transcriptoma. Estudos com folhas de morangueiro (Christou et al., 
2014) resultados de baixa pureza também são relatados para o uso do 
Trizol, demonstrando a fragilidade deste protocolo de extração de RNA 
em tecidos de plantas lenhosas, possivelmente devido ao elevado nível 
de polifenóis. 
Dentre os tecidos empregados na extração, observa-se maior 
concentração e pureza naqueles com menor conteúdo fenólico. Mesmo 
com elevados níveis de polissacarídeos, como mesocarpo e epicarpo do 
fruto. Resultados distintos foram verificados em V. vinifera (Iandolino 
et al., 2004) que apresentou menores concentrações e pureza de RNA 
extraído a partir de tecidos com maior concentração de polissacarídeos. 
Neste estudo não foi relatado a extração a partir de tecidos como o 
sarmento, rico em polifenóis. Esta diferença pode ser explicada devido 
às diferentes espécies e protocolos utilizados para a extração do 
conteúdo genético. 
Em protocolo visando extração de RNA com qualidade, a partir 
de tecidos de V. lambruscana, ricos em polissacarídeos ou polifenóis 
(Salzman et al., 1999) foram obtidos resultados de concentração e 
pureza do conteúdo genético semelhantes a este trabalho, contudo, o 
mesmo não relata a utilização de sarmentos lenhosos para obtenção do 
material genético. Empregando algumas modificações no protocolo 
CTAB em materiais de plantas lenhosas, são relatadas elevadas 
concentrações e pureza do RNA obtido, contudo, somente o tecido 
celular de videira foi testado com estas modificações (Morante-Carriel 
et al., 2014). Valores de concentração e pureza elevados também são 
relatados para extração do RNA a partir das bagas da videira, entre 
outros frutos ricos em metabólitos, empregando um protocolo 
alternativo (Gudenschwager et al., 2012). Entretanto, não há relatos do 
mesmo aplicado a outros tecidos ricos em compostos fenólicos. 
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Mesmo o protocolo com uso de CTAB produzindo valores de 
concentração e pureza de RNA semelhantes aos do kit, na reação de 
RT-qPCR, as amostras extraídas a partir do kit, apresentaram Ct menor 
e com maior estabilidade, demonstrando maior integridade e 
homogeneidade do RNA em comparação aos extraídos pelo método 
CTAB. A exceção ocorreu para as amostras extraídas do sarmento, 
aparentemente influenciadas pela menor pureza do RNA obtido. A 
estabilidade do Ct nas reações de RT-qPCR é essencial para estudos de 
sequenciamento de transcritos ou expressão gênica (Han et al., 2012; 
Fracetto et al.; 2013), demonstrando a superioridade do uso do kit 
comercial para extrações visando esta utilização. 
 
4.6. Conclusão 
A obtenção de RNA com boa concentração e pureza, extraído a 
partir de folhas, ráquis, epicarpo e mesocarpo do fruto de videira, é 
possível empregando o uso do kit de extração comercial (RNeasy Plant 
Mini Kit) ou do protocolo com método CTAB. 
Para extração do RNA a partir de amostras do sarmento lenhoso, 
ainda são encontradas dificuldades, devido ao maior teor de compostos 
do metabolismo secundário deste tecido. 
O uso do protocolo com Trizol apresentou-se inadequado para 
extração de RNA a partir de quaisquer tecidos de videira testados neste 
estudo (sarmento, folhas, ráquis, epicarpo e mesocarpo do fruto). 
O uso do RNA obtido através da extração com kit comercial 
apresentou maior estabilidade da reação de RT-qPCR para todos os 
tecidos estudados, assim como menor Ct, indicando maior integridade e 
qualidade do RNA obtido por este protocolo. 
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5. CAPITULO II DESENHO E VALIDAÇÃO DE 
MARCADORES MOLECULARES PARA VIROSES EM 
VIDEIRA (Vitis spp.) E INDEXAGEM SOROLOGICA E 




Os métodos utilizados para identificação de viroses tem evoluído muito 
nos últimos anos, passando da indexagem biológica, para testes 
sorológicos e recentemente, o uso de abordagens moleculares. Com o 
avanço destas ferramentas, torna-se possível desenvolver tecnologias 
para a identificação de viroses em tecidos de videira, com maior 
precisão e agilidade. O desenvolvimento destas tecnologias deve visar a 
indexagem com baixo custo e elevada sensibilidade. Assim, este 
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de desenvolver marcadores 
moleculares empregando a química Zen
TM
 para a técnica de RT-qPCR e 
posterior indexagem sorológica e molecular de plantas matrizes em 
viveiros brasileiros. As sequências codantes no genôma dos vírus GVA, 
GVB, GFlV, GFkV, GLRaV-1 e GLRaV-3 foram obtidas no NCBI e 
posteriormente analisadas com a ferramenta on line BLAST, para 
seleção de regiões ausentes de similaridade com genomas vegetais e 
com elevada similaridade com acessos das mesmas espécies virais. 
Dentre as sequências obtidas, foi selecionada as regiões com ausência 
de pontos de mutação após o alinhamento das fitas, para isto utilizando 
o software BioEdit. Os marcadores (forward | probe | reverse) foram 
construídos com o algoritmo da ferramenta on line PrimerQuest (IDT, 
Coralville, Estados Unidos das Américas) e sintetizados com reporter 
fluorescente (FAM), quencher não fluorescente Iowa Black
®
 FQ e 
quencher interno ZEN
TM
. Foram construídos três marcadores para cada 
vírus estudado. Para o teste de amplificação dos marcadores, foi 
utilizado RNA extraído a partir de três isolados para cada vírus. A 
reação de RT-qPCR utilizando o mastermix QuantiTec Probe (Qiagen, 
Hilden, Alemanha) em 45 ciclos de amplificação. Foram coletadas 
amostras de plantas matrizes em viveiros brasileiros e em um Programa 
de Melhoramento Genético para a videira da Universidade Federal de 
Santa Catarina. A indexagem foi realizada com teste sorológico ELISA 
(Agritest, Valenzano, Itália) e molecular, via RT-qPCR, com os 
marcadores desenvolvidos neste estudo. Não ocorreu amplificação para 
os vírus GVA, GVB e GFlV em nenhum dos marcadores desenhados. 
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Necessitando de novos estudos para o desenvolvimento desta 
abordagem nestes vírus. O marcador GLRaV-1 01, assim como o 
marcador GFkV 01 foi suficiente para amplificar os três isolados dos 
respectivos vírus utilizados neste estudo. Os marcadores GLRaV-3 01 e 
GLRaV-3 03 amplificaram satisfatoriamente com todos os isolados 
utilizados. A indexagem das plantas matrizes demonstrou presença de 
vírus em todos os viveiros coletados, somente não foi encontrado 
contaminação nas mudas da coleção do Programa de Melhoramento 
Genético. O GVB, seguido pelo GFkV foram os vírus observados com 
maior frequência. O GVA foi o único vírus ausente em todas as 
amostras indexadas. Para os vírus GVA, GVB e GFlV é necessário o 
desenvolvimento de maiores estudos para validar marcadores 
moleculares com a química Zen
TM
. O marcador GLRaV-1 01, para o 
vírus GLRaV-1, GFkV 01 para o vírus GFkV, assim como GFLRaV-3 
01 ou GLRaV-3 03 para o GLRaV-3 podem ser empregados para a 
identificação destes vírus em reações de RT-qPCR a partir de amostras 
de tecidos de videira. 
Palavras-Chave: Indexagem. Vírus. Sanidade vegetal. Viticultura. 
 
5.2. Abstract 
The methods used for viruses identification has evolved 
significantly in recent years, moving from biological indexing for 
serological tests and recently, the use of molecular approaches. With 
the advancement of these tools, it is feasible to develop technologies to 
virus identification in grapevine tissues, with more accuracy and speed. 
The technology development should focus on low cost and high 
sustainability. This way, this work developed with the objective of 
develop molecular markers utilizing the Zen™ chemical to the RT-
qPCR technique, and after serological indexing and molecular of the 
plants from Brazilian nurseries. The gene sequences in the GVA, GVB, 
GFlV, GFkV, GLRaV-1 and GLRaV-3 obtained from NCBI, and after 
analyzed using the online tool BLAST, to select the absent regions with 
similarity in vegetal genome and with high similarity with access to the 
same virus species. Among the sequences obtained, selected the regions 
with absence of mutation points after alignment of strands, to this 
utilize the BioEdit software. The markers (forward|probe|reverse) built 
with PrimerQuest logarithmic tool (IDT, Coralville, USA) and 
synthetized with fluorescent report (FAM), quencher not fluorescent 
Iowa Black®FQ and intern quencher Zen™. Three molecular markers 
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built to each virus studied. For the amplification markers test, made use 
of RNA extracted from three isolates for each virus. The RT-qPCR 
reaction made use of mastermix QuantiTec Probe (Qiagen, Hilden 
Germany) in 45 amplification cycles. Samples collected from mother 
plants in Brazilian nurseries, and from the Federal University of Santa 
Catarina breeding program. The indexing made use of serological test 
ELISA (Agritest, Valenzano, Italy) and molecular, via RT-qPCR with 
markers developed for this study. The amplification of GVA, GVB, and 
GF1V virus did not occur in any of the markers designed, being 
necessary new studies to the development of this tool for these viruses. 
The GLRaV-1 01 and GFkV 01 amplified easily with the respective 
three isolates. The GLRaV-3 01 and GLRaV-3 03 markers amplified 
satisfactorily with all the isolates. The mother plants indexing prove 
presence of virus in all the nurseries collected, only not found seedlings 
contamination in the plant breeding collection. The GVB, followed by 
the GFkV virus observed with more frequency. The GVA is the only 
absence in all the samples indexed. To the virus GVA, GVB, and GF1V 
it is necessary more studies to develop and validate molecular markers 
with Zen™ chemical. The GLRaV-1 01 marker for the GLRaV-1, as 
well as the GFkV 01 marker for the GFkV, and the GFLRaV-3 01 ou 
GLRaV-3 03 virus marker for the GLRaV-3 are ready to use in 
identification of these viruses in RT-qPCR from grapevine tissue 
samples. 
Key Words: Indexing. Virus. Vegetal sanity. Viticulture. 
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5.3. Introdução 
Ataques fitopatogênicos estão entre os principais fatores 
limitantes para a produção agrícola mundial, dentre estes, destacam-se 
as viroses, em especial para plantas lenhosas propagadas 
vegetativamente (Verlann et al., 2013; Malandraki et al., 2015). No 
caso da videira onde a principal forma de propagação é pela formação 
de clones e fusão de tecidos somáticos (Pelsy, 2010), a presença de 
viroses é ainda mais acentuada, estando disseminada nas principais 
áreas de cultivo, tornando-se um gargalo para a viticultura (Catarino et 
al., 2015). Atualmente são conhecidos aproximadamente 60 espécie de 
vírus, nove espécies de viroides e três RNA satélites com potencial de 
infectar a videira (Basso et al., 2014). 
As ferramentas utilizadas para diagnósticos de identificação de 
viroses têm evoluído nos últimos anos, passando da indexagem 
biológica, onde é realizado a observação de sintomas em uma planta 
sensível ao vírus, para testes sorológicos (Reynard et al., 2015) e 
recentemente métodos baseados na biologia molecular, como 
hibridização de sondas no cDNA ou cRNA (Barbarossa; Savino, 2006), 
RT-PCR, RT-qPCR e low-density arrays (Osman et al., 2008 Francesco 
et al., 2015). Ainda novas abordagens vêm sendo geradas e testadas 
para permitir a indexagem para inúmeros vírus com rapidez e precisão, 
como o sequenciamento em plataformas de nova geração, buscando 
fragmentos análogos aos encontrados no genoma viral. Contudo, está 
técnica necessita ser validada para uso em larga escala (Rwahnih et al., 
2015). 
Na atualidade, a técnica de RT-qPCR vem sendo consolidada 
para a indexagem de amostras vegetais em larga escala, utilizando 
novas químicas e plataformas para o diagnóstico rápido, sensível e de 
reduzido risco de contaminação cruzada (Malandraki et al., 2015). O 
uso da técnica qPCR pode ser empregada com interligantes de DNA ou 
hibridização com sondas fluorescentes (You et al., 2011; Cao; Shockey, 
2012). 
O uso de interligantes de DNA foi a primeira técnica a ser 
empregada para a identificação da amplificação em PCR quantitativo. 
Consiste de um agente que, quando interligado a uma sequência dupla 
fita, emite fluorescência, assim, permite a quantificação e comparação 
das moléculas presentes na reação (Fischer et al., 2015). O principal 
reagente interligante conhecido é o Sybr. Estudos demonstram que seu 
uso apresenta acurácia e baixo custo (Ferreira et al., 2006; Zhu et al., 
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2015), contudo impede o uso de multiplex e necessita a construção de 
curva de melting posterior a reação de amplificação para validar a 
especificidade do amplicon através da temperatura de dissociação do 
fragmento gerado (Varga; James, 2005; Monis et al., 2005). 
Atualmente, o uso de interligantes resume-se a protocolos já 
consolidados para este fim, estudos com micro RNA interferente, 
devido ao reduzido espaço para construção da sonda (Varkonyi-Gasic 
et al., 2007) ou estudos que visam a diferenciação do tamanho do 
amplicon (Lee et al., 2006). 
A adoção de técnicas de hibridização com sondas permitiu um 
avanço nas técnicas de qPCR, principalmente pela maior especificidade 
da amplificação, tornando desnecessário e impossibilitando o uso da 
curva de melting com os amplicons, permitindo a realização de 
multiplex a partir da marcação de sondas com fluorescências distintas 
na mesma reação (Osman et al., 2015). As sondas, genericamente, são 
compostas por um fluoróforo (reporter) que emite fluorescência, 
normalmente alocado na extremidade 5’ da sonda. Na extremidade 3’ é 
normalmente alocado um Quencher, este, absorve o sinal fluorescente 
emitido pelo reporter até o momento em que ocorre a amplificação e a 
sonda, por ser um marcador interno é fragmentada, separando o 
quencher do reporter na reação, permitindo a emissão do sinal 
luminoso (Wilson et al., 2011). 
As primeiras sondas a serem utilizadas possuíam o quencher do 
tipo TaqMan dye TAMRA, ou seja, neste tipo de sonda o quencher 
emite fluorescência que anula a fluorescência do reporter (Heid, 1996), 
no entanto, devido ao quencher emitir fluorescência, é necessário 
sondas com maior comprimento em comparação às demais técnicas, 
muitas vezes inviabilizando seu emprego em alguns amplicons. Por 
estes motivos, alguns equipamentos não oferecem suporte para sondas 
deste tipo, que somente é empregada em situações onde seu uso já está 
validado e consolidado. 
As sondas sintetizadas com quencher não fluorescentes (NFQ - 
na sigla em inglês) representaram um grande avanço no uso de sondas 
para a técnica de qPCR, pois os fragmentos sintetizados para sonda 
foram expressivamente reduzidos, assim como o ruído de fluorescência 
nos ciclos iniciais. Estas modificações trouxeram maior estabilidade 
para a reação e substituíram o uso do quencher fluorescente, atualmente 
é pouco utilizado (Mackay et al., 2002). 
 50 
Entre as sondas com quencher não fluorescentes, varias químicas 
são encontradas na literatura, dentre as quais, estudos relatam 
principalmente o uso de MGB-NFQ (minor groove binder) e ZEN
TM
 
(Ehtisham-ul-Haque, 2015; Chan et al., 2015), apesar da sonda do tipo 
MGB-NFQ ser mais utilizada e citada na literatura, a química ZEN vem 
ganhando espaço recentemente. Suas principais vantagens são o menor 
custo para confecção e menor ruído de fluorescência, devido à 
utilização de um segundo quencher, que localizado no interior da 
sonda, espaçado de aproximadamente 10 bases nucleicas do reporter, 
possuem maior bloqueio do sinal fluorescente anterior à quebra da 
sonda (Rahman et al., 2015). 
As novas tecnologias desenvolvidas nos últimos anos 
possibilitaram a incorporação de novas ferramentas para a detecção e 
diagnose de viroses, entre outros patógenos vegetais. Para a videira, a 
maior parte dos estudos moleculares para diagnose de presença do 
material genético viral, baseia-se nas sondas TaqMan TAMRA ou 
MGB-NFQ (Osman; Rowhani, 2006; Osman et al., 2007; Osman et al., 
2013). A inexistência de abordagens que empregam sequências 
marcadoras com a química ZEN demonstra que há possibilidade de 
redução de custos e aperfeiçoamento da técnica. 
As novas abordagens moleculares motivaram a realização deste 
estudo, com objetivo de desenhar e validar marcadores e sondas 
moleculares marcadas com a química ZEN
TM
 para a identificação de 
viroses utilizando a RT-qPCR, assim como realizar a indexagem 
sorológica e molecular com os marcadores construídos, em plantas 
matrizes em viveiros brasileiros. 
 
5.4. Material e Métodos 
Para desenho dos marcadores moleculares, as sequências 
depositadas no National Center of Biotechnology Information (NCBI) 
(Wheeler et al., 2007) para o controle endógeno, gene 18S rRNA, 
acesso gb | 13172871 e para os vírus GVA, GVB, GFkV, GFlV, 
GLRaV1 e GLRaV3, foram coletadas através dos acessos NC_003604 
(Minafra et al., 1994), NC_003602 (Saldareli et al., 1996), NC_003347 
(Sabanadzovic et al., 2001), NC_003615 (Margis et al., 1994), 
AF195822 (Fazeli; Rezaian, 2000) e NC_004667 (Ling et al., 1998), 
respetivamente. 
As sequências obtidas foram submetidas à analise na ferramenta 
on line Basic Local Alignment Search Tool (Altschul et al., 1990), para 
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encontrar regiões com ausência de homologia ao genoma vegetal, assim 
como similaridade com sequências para a mesma espécie. As regiões 
especificas para as espécies em estudo e suas sequências homologas 
foram alinhadas no software Bioedit (Hall, 2011). 
As regiões com menor presença de mutações foram utilizadas 
para o desenho dos marcadores (forward | probe | reverse), utilizando o 
algoritmo do sofware on line PrimerQuest 
(http://www.idtdna.com/primerquest/home/index). Para melhor 
cobertura da região gênica, foram obtidos três marcadores moleculares 
para cada vírus, utilizando os parâmetros padrões para a química 
ZEN
TM
 (IDT, Coralville, Estados Unidos das Américas). 
Os materiais genéticos para validação dos marcadores 
moleculares consistiram de sarmentos lenhosos em estágio de 
dormência, extraído de plantas obtidas de diferentes regiões com 
diagnostico positivo para os respectivos vírus analisados, parte destes 
materiais foram gentilmente cedidos de coleção da EMBRAPA Uva e 
Vinho (Bento Gonçalves, RS). A extração do material genético foi 
realizada utilizando o kit comercial (RNeasyPlant Mini Kit) de acordo 
com as recomendações do fabricante (Figura 5.1). Após a extração as 
amostras foram quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop 1000 
em 260 nm, e verificado as relações A260/A280 e A260/A230, as amostras 
com qualidade satisfatória foram padronizadas para a concentração de 
10 ng μL
-1
 e mantidas em temperatura de -20 °C. 
As reações de RT-qPCR foram realizadas utilizando o mastermix 
QuantiTect Probe (One Step), com 20 ng de RNA total para volume 
final da reação de 10 µL, utilizando o termociclador StepOne
TM
 
(Applied Biosystems). A temperatura foi mantida por 30 minutos a 50 
°C para a reação da transcriptase reversa (RT), seguido de 15 minutos a 
95 °C, para desnaturação da fita de cDNA gerada e 45 ciclos de 15 
segundos a 94 °C para desnaturação das amostras e 1 minuto a 60 °C 
para anelamento dos marcadores e extensão da fita. A leitura da 
fluorescência emitida pela quebra da sonda foi mensurada ao final de 
cada ciclo de extensão. 
O levantamento de vírus foi realizado em cinco viveiros 
nacionais, localizados em Caldas/MG, Videira/SC, Caçador/SC e São 
Joaquim/SC, além de acessos de um Programa de Melhoramento de 
videira em Curitibanos/SC, totalizando 109 indivíduos amostrados. A 
amostragem consistiu na coleta de segmentos lenhosos do sarmento em 
período de dormência. 
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A indexagem foi realizada via teste sorológico ELISA para os 
vírus Grapevine virus A, Grapevine virus B, Grapevine fleck virus, 
Grapevine fanleaf virus, Grapevine leafroll associated virus 1 e 
Grapevine leafroll associated virus 3. Para os vírus Grapevine fleck 
virus, Grapevine leafroll associated virus 1 e Grapevine leafroll 
associated virus 3 foi também empregado o teste molecular via RT-
qPCR. 
O teste ELISA foi realizado com o kit comercial Diagnostici per 
il Rilevamento di Virus Della Vite (AGRITEST, Valenzano, Itália), 
através do método direto (DAS) para os vírus GVA, GFlV, GLRaV-1 e 
GLRaV-3 e do método indireto (DASI) para os vírus GVB e GFkV, 
conforme recomendações do fabricante. 
As amostras consistiram de fragmentos do floema de sarmentos 
macerados em nitrogênio líquido e imediatamente adicionados ao 
tampão de extração (polivinilpirrolidone [20 g L
-1
], politilenoglicol [10 
g L
-1
], TRIS-HCl [60,5 g L
-1
], NaCl [8 g L
-1
] e Tween20 1:10 [5 mL L
-
1
], pH 8,2), na razão de 1 g para 15 mL. As amostras foram incubadas 
em temperatura ambiente em agitação constante por 2 h, sendo 
posteriormente centrifugadas a 5.000 g por 2 min para sedimentação 
dos fragmentos sólidos. O sobrenadante foi aliquotado em microtubos 
de 2 mL para ser armazenado em - 20 °C até sua utilização. 
As soluções utilizadas durante os protocolos foram os tampões 
de sensibilização (Na2CO3 [1,59 g L
-1
] e NaHCO3 [2,93 g L
-1
], pH 9,6, 
mantido em 4 °C), lavagem: PBS-T (NaCl [8 g L
-1
], KH2PO4 [0,2 g L
-
1
], Na2HPO4.12H2O [2,9 g L
-1
], KCl [0,2 g L
-1
] e Tween20 1:10 [5 mL 
L
-1
], pH 7,3), conjugado (polivinilpirrolidona [20 g L
-1
] e ovoalbumina 
II [2 g L
-1
], diluído em PBS-T, pH 7,4) e substrato (Dietanolamina [97 
mL L
-1
], pH 9,8 mantido em 4 °C, acrescido e p-Nitrofenilfosfato [1 mg 
mL
-1
] imediatamente anterior a sua utilização). 
O protocolo para o método direto (DAS - ELISA) foi realizado 
com pré-sensibilização para a indexagem do GVA, utilizando a proteína 
A (provido pelo kit), diluída no tampão de sensibilização e distribuído 
200 µL em cada poço da microplaca, que foi mantida em incubação de 
120 min a 37 °C. Em seguida foi realizada a lavagem dos poços pré-
sensibilizados. Os protocolos de lavagem foram realizados por lavadora 
de microplaca em protocolo de 3 lavagens de 3 minutos com 200 µL de 
PBS-T por poço da microplaca. 
A pré-sensibilização foi o único diferencial adotado no protocolo 
DAS-ELISA, especificamente para o GVA, conforme a recomendação 
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do fabricante do kit. A sensibilização foi realizada para a indexagem de 
GVA, GFlV, GLRaV-1 e GLRaV-3, utilizando o anticorpo especifico 
(provido pelo kit) diluído no tampão de sensibilização e distribuído 200 
µL em cada poço da microplaca, que foi mantida em incubação por 120 
min a 37 °C, passando por nova lavagem. Em seguida foi realizada a 
distribuição das amostras (200 µL em cada poço da microplaca), 
seguido de nova incubação por 120 min a 37 °C e nova lavagem. O 
anticorpo específico conjugado (provido pelo kit) foi diluído no tampão 
conjugado e distribuído 200 µL em cada poço da microplaca, seguido 
de incubação por 120 min a 37 °C e nova lavagem. O tampão de 
substrato foi preparado no momento do uso e distribuído 200 µL em 
cada poço da microplaca, logo as amostras foram incubadas por 120 
minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz, em seguida foi 
realizada a leitura das amostras, considerando como positivas aquelas 
em que pode ser verificada mudança na coloração do substrato. 
No protocolo DAS-ELISA, utilizado para indexagem dos vírus 
GVB e GFkV, a sensibilização foi realizada utilizando o anticorpo 
especifico (provido pelo kit) diluído no tampão de sensibilização e 
distribuído 200 µL em cada poço da microplaca, seguido de incubação 
por 120 min a 37 °C e lavagem conforme descrito para o protocolo 
DAS-ELISA. Em seguida foi realizada a distribuição de 200 µL de 
amostras em cada poço da microplaca, seguido de nova incubação por 
120 min a 37 °C e lavagem. O anticorpo específico (provido pelo kit) 
foi diluído no tampão conjugado e distribuído 200 µL em cada poço da 
microplaca, seguido de incubação por 120 min a 37 °C e lavagem. Em 
seguida foi diluído o anticorpo conjugado (provido pelo kit) no tampão 
conjugado e distribuído 200 µL em cada poço da microplaca, que foi 
incubada por 120 min a 37 °C e posteriormente submetida a nova 
lavagem, sendo então adicionado o tampão de substrato, preparado no 
momento do uso, utilizando 200 µL em cada poço da microplaca, que 
foi incubada por 120 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da 
luz, em seguida foi realizada a leitura das amostras, considerando como 





Figura 5.1. Etapas da extração de RNA .utilizando o kit de extração 
RNeasyPlant Mini Kit, A) Limpeza da amostra e raspagem do tecido 
floemático de sarmentos lenhosos de videira; B) maceração do tecido 
floemático em nitrogênio líquido, utilizando almofariz e pistilo; C) 
amostragem de aproximadamente 100 mg de tecido macerado para ser 
adicionado ao tampão de extração; D) amostras em processo de 
extração do RNA sendo adicionadas à centrífuga para separação dos 
detritos; E) pipetagem da fase líquida da amostra, para purificação do 
RNA; F) detritos da amostra separados no fundo do microtubo pelo 
processo de centrifugação; G) amostra de RNA ao fundo do microtubo, 
após passar pela primeira etapa de purificação; H) pipetagem da 
amostra no etanol para adsorção à segunda membrana de purificação; I) 
homogeneização das amostras e transferência para a segunda membrana 
de purificação; J e K) Processo de purificação do RNA adsorvido à 
segunda membrana; L) desligamento da adsorção do RNA à segunda 
membrana e eluição em água. 
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As reações foram realizadas com controle positivo e negativo 
para cada vírus (provido pelo kit), sendo descartados os resultados de 
placas em que não foi verificado diagnostico correto para estes. As 
amostras foram realizadas em triplicatas, sendo considerado como 
positivo ou negativo somente os testes em que as replicatas 
apresentaram o mesmo diagnóstico. Em caso de discordância entre os 
resultados, foi realizado novo teste em triplicata e assumido como 
verdadeiro o resultado de ao menos duas das replicatas. 
Para a indexagem molecular, o RNA foi extraído do tecido 
floemático de cada indivíduo isoladamente, para isto, foi descartada a 
periderme do sarmento e com auxílio de bisturi com lâminas estéreis foi 
retirado amostras do floema que foram imediatamente imersas em 
nitrogênio líquido no interior de um almofariz e maceradas com auxílio 
de um pistilo, foram amostrados aproximadamente 100 mg do 
macerado, para isolamento do RNA total utilizando o kit comercial 
RNeasyPlant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha). 
A reação de RT-qPCR foi realizada utilizando o mastermix 
QuantiTect Probe (Qiagen, Hilden, Alemanha), com 20 ng de RNA 
total para volume final de 10 µL, em termociclador StepOne
TM
 
(Applied Biosystems, Singapura, Singapura), a termociclagem foi 
configurada para 30 minutos a 50 °C, seguido de 15 minutos a 95 °C e 
45 ciclos de 15 segundos a 94 °C e 1 minuto a 60 °C. A leitura do sinal 
fluorescente foi realizada ao final de cada ciclo de extensão. As reações 
para cada vírus foram realizadas separadamente com os marcadores 





5.5. Resultados e Discussão 
Através dos acessos estudados foi possível construir marcadores 
para a identificação molecular em três Open Read Frames (ORF’s) para 
cada vírus estudado (Tabela 5.1). Estas sequências foram isentas de 
pontos de mutação nas análises in silico empregando sequências 







Tabela 5.1. Marcadores moleculares (forward | probe | reverse) desenvolvidos 
para RT-qPCR com quencher não fluorescente Iowa Black
®
 FQ e 
quencher interno ZEN
TM
 para diagnóstico de vírus fitopatogênicos em 
tecidos de videira 




GFkV 01 f CCTCGTGTAAGCATCCATCTC 62 
GFkVgp
2 
               p FAM/TTCCTGTGG/ZEN/TATGACA
TCACGGGC/FQ 
68 
                r GGACAGGGAGGTGTAGGA 62 
GFkV 02 f CTTCCTACGGCCACCAATC 62 
GFkVgp
1 
               p FAM/TGAAACCCA/ZEN/TCTCCTC
CATGAGCA/FQ 
67 
                r TCATGAACATGACCGTGGAC 62 
GFkV 03 f TTTCCGAGTGGTGCCAAA 62 
GFkVgp
1 
               p FAM/CGTGTAGTC/ZEN/ATTGGCG
AGGTGGAC/FQ 
68 
                r TTCACCGTGCTGCGATT 62 
GFlV 01 f TTTGAGTACGATCGCCGATATG 62 
GFLVs1
gp1 
               p FAM/CCTGTCGGC/ZEN/AATAGGC
AGAGGAAA/FQ 
68 
               r AGATAGAGAGGCGTCCACAT 62 
GFlV 02 f GCCATGTACTCGGAAACAGAT 62 
GFLVs1
gp1 
               p FAM/AGTGAAGCG/ZEN/TGCGTG
AAATGTTGC/FQ 
68 
               r CTGGTTGCTACTCCTACACAAC 62 
GFlV 03 f GTGCCAAATCCGCATTGATAATA 62 
GFLVs1
gp1 
               p FAM/AGAAAGAAG/ZEN/AGCTGG
CGGGTTCTG/FQ 
68 
               r CACCACTACCTGCTTACTCTTC 62 
GVA 01 f AGGGTAGAGATAAGGGCGATAA 62 
GVAgp4 
               p FAM/CCAACCAAC/ZEN/TGACGAC
GCTTCTGA/FQ 
68 
               r GATGTACCCGAAGAGAGTGTTC 62 
GVA 02 f CAAGAAGGTTCTCTGGGTACAA 62 
GVAgp3 
               p FAM/ATCTTGTGG/ZEN/CTCGAAG
GATGAGGC/FQ 
68 
               r GTTGAGAGTTTCGAGGTCTCTG 62 
GVA 03 f GGCGCATGAATGTGTGTAAG 62 
GVAgp5 
               p FAM/ACGGTTCGT/ZEN/GAAAGA
GGGAAGAGT/FQ 
67 
               r CAGGAGTCTCGCCTGTTAAG 62 
GVB 01 f CCTTGGGAGACATGGAAAGAA 62 GVBgp5 
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              p FAM/AGCCTGAGT/ZEN/ACCAATC
GTTGTTCCG/FQ 
68  
              r CTTGAACCGGCGTTGAAATC 62 
GVB 02 f ATCCCGGATGGCAAAGATAAG 62 
GVBgp3 
              p FAM/CAACATTTC/ZEN/GGAACTC
CTGTGCGC/FQ 
68 
              r CGTTAACGCAATGTACCCAAAG 62 
GVB 03 f TGCTCTCAGGATTTCCATCATC 62 
GVBgp3 
              p FAM/TCAAGAAAG/ZEN/GTGCCTA
CCAAGCCT/FQ 
68 
              r CCTCGCATTGCACCAAATAAG 62 





               p FAM/TCTGTGGAA/ZEN/ATTGCAG
TTGCCACC/FQ 
68 
                r TACCCATCACTTCAGCACATAAA 62 





               p FAM/TGGGAGTGA/ZEN/AAGAGG
TGATAGCGT/FQ 
67 
                r TTGGAGTCACGAATGTCTTCTC 62 





               p FAM/TTAATCTCT/ZEN/CACACAC
CTCGCGGC/FQ 
68 
                r CACCTTGAGACTTGTCGTACTT 62 





               p FAM/ATAGCTTTG/ZEN/GACTTGG
CGGGAGTT/FQ 
68 
                r GATACTTTCCCTGGCTCGTTAATA 62 
GLRaV-3 02 f ACCCGGTAAGGCAGTATCTA 62 
GLRaV3
gp06 
               p FAM/CACGGCGAC/ZEN/CCTGAAT
GGTAAACT/FQ 
68 
               r TGCTGTGCCATAACCTTCTC 62 





               p FAM/ACGTTAGCG/ZEN/TATGACA
CGGCTGAT/FQ 
68 
                r TCTGCGGTGTTGATCGTATTT 62 
* ORF (na sigla em inglês Open Read Frames), regiões codantes no genoma 
viral, a fração do genoma expresso após a limpeza dos UTRs (Untranslated 
region). 
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Entre os marcadores testados, não foi obtido resultados 
satisfatórios para GFlV, GVA e GVB (Figura 5.2), para os quais, se faz 
necessário testes com outras ORF’s ou conjunto de marcadores e 
sondas, evitando mutações pontuais que impedem sua ligação. Esta 
abordagem já é empregada com sucesso em outras técnicas (Osman et 
al., 2008; Osman et al., 2015; Khan et al., 2015), sendo uma possível 
solução para diagnósticos destes vírus. 
O marcador GLRaV-3 02 não amplificou para um isolado de 
GLRaV-3, contudo, os marcadores GLRaV-3 01 e GLRaV-3 03, 
amplificaram com sucesso para todos os isolados testados deste vírus. 
Para o GFkV, somente o marcador GFkV 01 amplificou 
satisfatoriamente, este apresentou boa amplificação para os três 
isolados testados do vírus. O mesmo foi verificado para o GLRaV-1 01 




Figura 5.2. Gráficos de amplificação e marcador do “threshold” (barra 
horizontal) dos marcadores moleculares em reação de RT-qPCR para os vírus 
GFkV, GFlV, GVA, GVB, GLRaV-1 e GLRaV-3, respectivamente de cima 
para baixo, para os marcadores 01, 02 e 03 respectivamente da esquerda para a 
direita. 
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Este é o primeiro estudo que visa o desenvolvimento de 
marcadores moleculares para RT-qPCR utilizando a química Zen
TM
 a 
ser desenvolvido para a identificação de viroses em videira. Estudos já 
consolidados para indexagem molecular são relatados na literatura 
empregando a técnica de RT-PCR (Gambino; Gribaudo, 2006; 
Björkman et al., 2015), contudo esta técnica depende de maior carga 
viral para a identificação dos vírus, com possíveis presenças de 
resultados falsos negativos devido a carga viral insuficiente para a 
detecção, sendo atualmente mais usual a utilização de técnicas 
sensíveis, como o RT-qPCR para identificação de viroses em videira 
(Rizzo et al., 2015). 
Nos estudos para desenvolvimento de marcadores utilizados 
atualmente, relatam sucesso na identificação de material genético viral 
via RT-qPCR para muitas espécies de vírus capazes de infestar tecidos 
de videira, utilizando a química TAMRA, ou MGB-NFQ. Contudo, em 
muitas espécies é necessário o emprego de mais de uma sequência para 
marcadores ou sonda, devido a mutabilidade das regiões do genoma 
destes vírus (Osman; Rowhani, 2006; Osman et al., 2013). Estes relatos 
corroboram a necessidade de testes com outras ORF’s para os vírus 
GVA, GVB e GFlV, utilizando marcadores para a química Zen
TM
, além 
da síntese de novos oligonucleotídeos para utilização em conjunto com 
o marcador GLRaV-1 01. 
Na indexagem das plantas matrizes, presentes em viveiros 
nacionais, observou-se que para os vírus GFkV e GLRaV-3, que foram 
indexados através do teste sorológico e molecular, que os resultados 
positivos foram igualmente presentes para os mesmos indivíduos, não 
sendo verificado a presença de diagnósticos discrepantes em nenhum 
dos testes para estes vírus. Contudo, para o vírus GLRaV-1, foi possível 
identificar a presença de um indivíduo infestado na indexagem 
molecular, ausente na indexagem sorológica, resultados semelhantes 
são reportados na literatura, e deve-se possivelmente ao título viral no 
tecido hospedeiro estar abaixo da sensibilidade do teste ELISA 
(Kogovsek et al., 2008). 
Foram encontradas plantas com presença de vírus em todos os 
viveiros análisados, com exceção dos acessos do Programa de 
Melhoramento Genético (UFSC, Curitibanos/SC). Ao todo foram 
encontrados 19 indivíduos (17,43%) com presença de algum vírus, a 
virose com maior frequência entre os indivíduos foi o GVB, presente 
em 11,01% das amostras indexadas, seguido pelo GFkV (4,59%). Os 
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vírus GFlV e GLRaV-1 foram verificados em somente uma planta 
dentre as avaliadas (0,92%). 
Dentre os vírus estudados, somente não foram encontrados 
resultados positivos para o GVA (Tabela 5.2). Estes resultados são 
inferiores aos encontrados para vinhedos comerciais (Catarino et al., 
2015), contudo, a menor incidência de viroses encontrada para as 
amostras deste estudo, deve-se a origem do material vegetativo 
empregados neste estudo serem provenientes de material base de 
plantas matrizes coletados em viveiros, onde o controle fitossanitário 
deve ser maior. 
 
Tabela 5.2. Amostras de videira com presença dos vírus analisados via teste 
sorológico (ELISA) e molecular (RT-qPCR) em plantas matrizes de 
viveiros brasileiros, 2016, Laboratório de Fisiologia do Desenvolvimento 



















A Vermentino - - + - - + 
A Verdicchio - - + - - - 
A Rebo - + - - - - 
A Garganega - - + - - - 





- + - - - - 
B Bordô - - + - - - 
C Bordô - - - + - - 
D BRS 
Margot 
- - - - - + 
D Concord cl. 
30 
- + - - - - 
E Concord cl. 
30 
- + - - - - 
E Syrah cl. 
174 
- + - - - - 
E IAC 572 - - + - - - 
E Niágara 
Rosada 
- + - - - - 
E Harmony - + - - - - 
E Muscat P. 
Grain 
- + - - - - 
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E IAC 313 - + - - - - 
E Malbec cl. 
596 
- + - - - - 
E Pinot noir 
cl. 870 
- + - - - - 
Total  0 12 5 1 1 2 
f (%)  0,00 11,01 4,59 0,92 0,92 1,83 
1 
Vírus indexados somente com o teste sorológico (ELISA); 
2 
Vírus indexados 
através de testes sorológicos e moleculares; 
*
 Amostra positiva para o teste 
molecular e negativa para o teste sorológico. 
 
5.6. Conclusão 
Para os vírus GVA, GVB e GFlV é necessário o 
desenvolvimento de maiores estudos para validar marcadores 
moleculares com com a química Zen
TM
. 
Os marcadores GLRaV-3 01 e GLRaV-3 03 podem ser 
empregados para a indexagem do vírus GLRaV-3. 
Na indexagem para o vírus GFkV e GLRaV-1, recomenda-se o 
uso dos marcador GFkV 01 e GLRaV-1 01 respectivamente, sendo 
utilizado com sucesso neste estudo. 
Para os vírus em que foi realizada indexagem sorológica e 
molecular, foi observado resultados similares, exceto para o GLRaV-1, 
em que foi identificado uma amostra positiva via RT-qPCR, com 
resultado falso negativo através do teste ELISA. 
Todos os viveiros apresentam ao menos uma das espécies de 
vírus estudadas, sendo Grapevine virus B e Grapevine fleck virus os 
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6. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 
A extração do material genético das amostras, preservando o 
RNA viral é de substancial importância para a indexagem futura. A 
obtenção de RNA com boa concentração e pureza, a partir de tecidos de 
videira é possível empregando o uso do kit de extração comercial 
(RNeasy Plant Mini Kit) e o protocolo com método CTAB. Para 
resultados satisfatórios obtidos a partir de amostras do sarmento ainda é 
necessário testar outros protocolos para obtenção de maior 
concentração e pureza do conteúdo genético. 
Os marcadores GFkV 01, GLRaV-1 01 e GLRaV3-03 podem ser 
empregados para indexagem de videira para GFkV, GLRaV-1 e 
GLRaV3, respectivamente, adicionalmente, o marcador GLRaV-3 01 
pode substituir o GLRaV-3 03, contudo este apresenta menor 
estabilidade de amplificação, devendo ser evitado em estudos 
quantitativos. A indexagem dos vírus GVA, GVB e GFlV através de 
RT-qPCR não foi possível de ser realizada neste estudo, necessitando 
de novas abordagens que permitam o desenho e validação de 
marcadores em regiões mais estáveis do genoma. 
A técnica utilizada neste estudo para indexagem de plantas de 
videira, através da reação de RT-qPCR pode ser empregada em estudos 
posteriores, não somente para identificação de contaminação por vírus, 
como também para compreensão do comportamento da carga viral nos 
tecidos hospedeiros e as respostas moleculares das plantas. 
Durante o desenvolvimento deste trabalho, foi também 
demonstrado que há presença de vírus fitopatogênicos em todos os 
viveiros de mudas amostrados. Os vírus com maior incidência 
encontrados neste estudo foram o GVB e o GFkV. Estes dados, 
coletados a partir de plantas matrizes, apontam para um gargalo 
existente na cadeia nacional de produção de mudas de videira, presença 
de viroses em matrizes. Elucidando que, torna-se necessário melhor 
padrão de seleção sanitária nas matrizes utilizadas, a fim de evitar a 
transmissão destes vírus para o campo de cultivo 
Com o conhecimento científico gerado neste estudo, é possível 
realizar novas pesquisas buscando entender as interações moleculares 
vírus-planta, assim como adotar novas abordagens para a indexagem de 
matrizes em viveiro de mudas de videira. Contudo novos estudos 
devem ser realizados para aprimorar e consolidar tais técnicas. 
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